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C-反応性蛋白質の酵素免疫測定法の開発
森 秀 治
EnzymelmmunoassayforRabbitC-reactiveProtein
ShuJiMoRI
SUMMARY
Sensitiveenzymelmmunoassay甲ethodspecificforrabbitC-reactiveproteinwasestablished.This
wasbaseduponspecificCa2+-dependentbindingprofileofC-reactiveproteinforsomecompounds
containingphosphorylcholinemoietyintramolecularly.Bythismethod,morethan0.001/JgOfrabbitC
-reactiveproteinwasdetectable.SpecificbindingofC-reactiveproteinforp-aminophenylphosphoryl-
cholineimmobilizedonsolidphasewasinhibitedbyeitheradditionofEDTA orphophorylcholine
analogues,effectively.ItmaybeusefultostudypossiblerolesofC-reactiveproteinininflammatory
reglOnS.
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1.緒 言
C-反応性蛋白質は炎症惹起に伴って肝臓から
血中-と分泌される血清蛋白1)の 1つであり,ヒ
トやウサギにおいては炎症後24-48時間以内に約
1,000倍 もの血中濃度上昇2)を認める特徴的な性
質を有する｡この急激な濃度増加は炎症局所に集
積した活性化単球ならびにリンパ球から分泌され
たインターロイキン1やインターロイキン6が血
流を巡り肝臓を刺激する3卜 5)ことにより引き起こ
される｡しかしながら,分泌されたC一反応性蛋白
質の生理学的な役割については,補体を活性化6)･7)
したりマクロファージの貧食能を克進8)するなど
の知見より生体の防御機構になんらかの役割を果
たすものと示唆されているものの未だ明確な答え
泌後,炎症局所に選択的に沈着する9卜12)性質を示
すことから炎症局所での役割につき特に興味がも
たれている｡
炎症局所は,pHの低下13),活性酸素の生産14)~16)
や種々の加水分解酵素の分泌17),18)など生理的条件
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とは大きく異なった状態にあることが予想され,
その中でのC一反応性蛋白質の生理学的役割を明
らかにする上で,本蛋白質を簡便かつ正確に測定
する方法を確立することは意義あるものと考えら
れる｡本研究では酵素免疫測定法を用いたC一反応
性蛋白質の微量定量法の確立ならびに本法の精製
への応用例につき報告する｡
2.材料と方法
1)試薬
p-アミノフェニルホスホリルコリン(APPC),
ウシ血清アルブミン (BSA)はシグマ社より購入
した｡1-エチル 3ー-(3-ジメチルアミノプロピ
ル)カルボジイミドは同仁化学の製品を用いたDベ
ルオキング-ゼ標識したヤギ抗モルモットIgG
抗体はカッベル社より得た｡ABTSは東京化成よ
り購入した｡その他の試薬は市販の特級を用いた｡
2)モルモット抗ウサギC-反応性蛋白質抗体の
調製
モルモット抗ウサギC-反応性蛋白質抗体は以
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下のようにして調製した｡精製ウサギC一反応性蛋
白質 溶液 (0.2mg/mllOmM Tris-buffered
saline(TBS),pH7.5)0.5mlを等量のフロインド
完全アジュバントを用いて懸濁液とし,これをモ
ルモットの背部に皮内感作したO初回感作のそれ
ぞれ14日,28日,42日,56日後にフロインド不完
全アジュバントを用いて懸濁液としたC一反応性
蛋白質で同様に再感作した｡最終感作の7日後に
全採血を行い,血清分馳後Protein A-セファロ
ース 4Bアフイニティゲルを用いてIgG画分に
まで精製し,これをモルモット抗ウサギC一反応性
蛋白質抗体として本実験に用いた｡
3)p-アミノフェニルホスホリルコリン(APPC)
-ウシ血清アルブミン (BSA)複合体の調製
50mgのBSAならびに25mgのAPPCを含む水
溶液 (2ml)に,縮合剤として1一エチル-3-(3
-ジメチルアミノプロピル)カルポジイミ守(25mg)
を徐々に添加した｡反応液のpHを1MのHCl溶
液を用いて4.5に調節した後,室温で更に24時間反
応させた｡これを4℃で1晩生理食塩水に対して
透析したものをAPPC-BSA複合体とした｡
4)ウサギC一反応性蛋白質の酵素免疫測定法
96穴平底マイクロタイタープレー トに0.1mg/
mlAPPC-BSA水溶液を0.05m1分注し,4℃で
12時間放置した｡これを10mM CaC12を含む10
mM TBS(pH7.5)0.2mlで2回洗浄した後,非
特異的結合を除去するため0.5%BSA溶液0.1ml
で4℃,12時間ブロッキングを行った｡これを2
回洗浄後,10mMCaC12あるいは5mAEDTA
を含むC一反応性蛋白質試料を0.05m1分注した｡
4℃で12時間結合反応を行った後,先と同様に洗
浄し,これに1次抗体(モルモット抗ウサギC-反
応性蛋白質抗体)溶液を0.05ml添加し4℃,12時
間反応させた｡2回洗浄後,2次抗体 (ペルオキ
シダーゼ標識ヤギ抗モルモットIgG抗体)溶液を
0.05ml添加し4℃で12時間インキュベ- トした｡
プレー ト洗浄後,最後に0.05mlの基質溶液 (2.5
mM ABTS,44.1mM H202,100mM citrate
Na緩衝液,pH4.0)を添加し室温で10分間反応さ
せた｡反応は0.1%NaN3溶液を0.25ml添加する
ことによって終了させ,生成して来た緑色色素の
吸光度を各々405nmで比色定量した｡
5)p-アミノフェニルホスホリルコリン(APPC)
-セファロース4Bゲルの調製
APPC-セファロース4Bゲルは,Cuatrecasas
の方法19)に準じてCNBr法にて調製した｡水冷
下,0.1MのNa2CO3水溶液(pHll.8)中に懸濁さ
せたセファロース4Bゲル (15ml)に撹拝しなが
らCNBrを4.5g添加し活性化を行った｡反応の
進行に伴ってpHが低下するため10MのNaOH
水溶液を用いてpHを11.5付近に維持した｡反応
徳,活性化ゲル5mlを水冷精製水 (300ml)で洗
浄し,APPCIOmgならびに0.5M NaClを含む0.1
M NaHCO3水溶液(pH8.4)に懸濁させた｡この
懸濁液を室温で5時間撹拝した後,精製水で洗浄
し,これを1M Tris-HCl緩衝液 (pH8.2)10ml
に懸濁し4℃で1晩放置した｡これを0.5M NaCl
水溶液500mlで洗浄後,10mM TBS(pH7.5)に
6)p-アミノフェニルホスホリルコリン セーファ
ロース4Bを用いたC-反応性蛋白質のアフ
イニティ精製
1.0%クロトン油10mlで感作24-36時間後のウ
サギ炎症血清30mlをあらかじめ10mM CaC12を
含む10mM TBS(pH7.5)で平衡化したセファロ
ース4Bカラム (5mlgelbed)に通した｡素通
り画分を集め,次に上記緩衝液で同様に平衡化し
ース4Bカラム (5mlgelbed)にかけた｡同緩
衝液で洗浄後,結合蛋白を5mM EDTAを含む
10mM TBS(pH7.5)で特異的に溶出した｡
7)蛋白定量
蛋白質濃度は,Lowryらの方法20)に準じて測定
した｡この際,BSAを標準物質として用いた｡
3.結果と考察
1)ウサギC一反応性蛋白質に対する酵素免疫測定
法の標準曲線
C-反応性蛋白質はCa2+存在下でホスホリル
コリンを含有する化合物に対して強い親和性 21),22)
を示すことが知られている｡本測定系はこの性質
を利用してFig.1で示すAPPC-BSA-のC一反
- 24-
応性蛋白質のCa2+依存性の結合活性を基にして
測定を行っている｡Fig.2に本酵素免疫測定法に
より得られたC一反応性蛋白質の典型的な標準曲
線を表わす｡C-反応性蛋白質の添加量に依存して
二 一一=-OH
CH3i0-p-OICH2-CH21N+-CH3l
Fig.1.StructureofAPPC-BSA.
吸光度は増大 し,0.02〟g/ml(即ち,0.001〝g/
wel)以上の濃度でC-反応性蛋白質が存在してお
れば検出が可能であった｡また,この結合活性は,
Ca2十濃度に依存し5mMのEDTAの存在下で
は完全に消滅することも判明した (Fig.2)0
? ?
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Fig.2.StandardcurveofenzymeimmunoassayforC-
reactiveprotein.EnzymeimmunoassayforC-
reactiveproteinwasconductedwithvarious
concentrationsofCl.eaCtiveproteininthepres-
enceofeitherlOmMCaC12(○)or5mMEDTA
(□).
炎症局所では多種の活性化された免疫担当細胞の
集積が認められ,活性酸素14ト 16)や加水分解酵
素17),18)が大量に存在することが知られている｡従
って,炎症局所にある蛋白質は完全な状態のまま
とどまっているとは考えがたく,その分解産物と
の混合状態で存在するものと予想される｡本測定
系はC一反応性蛋白質が持つ特徴的な結合活性(即
ち,Ca2+依存的ホスホリルコリン結合活性)に基
づいて測定を行っているため,炎症組織抽出液中
のC-反応性蛋白質を測定する場合でも,効果的に
ホスホリルコリン結合活性を保持したC一反応性
蛋白質だけを測定することが可能であると考えら
れる｡
2)ホスホリルコリン誘導体による阻害
Fig.3はホスホリルコリン誘導体による本測定
系の阻害活性を表わしたものである｡1.5/Jg/ml
のC一反応性蛋白質によって得られる結合活性は,
ホスホリルコリン誘導体の添加によって濃度依存
的に抑制され,それぞれ10JLMのホスホリルコリ
ン,200JJMのホスホリルエタノールアミンの存在
下で50%の阻害が認められた｡
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Fig.3.ⅠⅠ血ibition ofC-reactiveproteinbinding to
APPC-BSA byphosphorylcholineandphos-
phorylethanolamine. Fifty/JlofC-reactive
proteinsolution(1.5Jg/ml)wasincubatedwith
variousconcentrationsofinhibitors(○,phos-
phorylcholine;●,phosphorylethanolamine)in
APPC-BSAimmobilizedplatefor12hrat4℃.
Then,C-reactiveproteinconcentrationwas
measured as described in Materials and
Methods.
正常部位ではなく炎症局所にのみ選択的に沈着す
る9ト12)ことが知られており,この原因として炎症
部位でのフィブロネクチンの露出やリゾホスファ
チジルコリンの生成が明らかとなっている23)が,
ン結合部位を介して結合するかどうかは未だ明ら
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かではない｡本研究で示した測定法は,C-反応性
蛋白質のホスホリルコリン結合能に影響を与える
物質を感度良く検出することが可能なため今後有
効な手段として大いに利用されるものと考えられ
る｡
3)ウサギC一反応性蛋白質の精製
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APPC-セファロース4Bアフイニティゲルを
用いたC一反応性蛋白質の精製の際の指標 として
本酵素免疫測定法を通用した｡Fig.4は,APPC一
セファロース4Bカラムからの5mMEDTAに
よるC一反応性蛋白質の特異的な溶出パターンを
表わしている｡
1 10 20 30 40
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Fig.4.GelelutionprofileofCでeaCtiveproteinfromrabbitacutephaseserumon
APPC-Sepharose4Baffinitygel(●,absorbanceat280nm;○,C-reactive
proteinconcentration).
矢印の画分より溶出を開始したところ,特異的
にC-反応性蛋白質がカラムから溶出し,これは
280nmでの吸光度パターンとほぼ相関関係にあ
ることが判明した｡データには示さないが,カラ
ムからの溶出画分をそれぞれ2-メルカプ トエタ
ノール存在下で12.5%アクリルア ミド濃度の
SDS電気泳動にかけたことろ,本酵素免疫測定法
で得られた値とほぼ相関して,分子量22.5Kダル
トンの所にのみ1本の泳動バンドが検出された｡
これらの知見より,本測定系は精製を行う場合な
ど微量のC-反応性蛋白質を検出する際に適用性
の高い有力な手法であることが示唆された｡
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要 約
ウサギC一反応性蛋白質を感度良く測定できる酵素免疫測定法を開発した｡本法は,C一反応性蛋
白質が分子内にホスホリルコリンを含有する種々の化合物に対してCa2+依存的な結合活性を示す
ことに基づいており,本法によって0.001Jfg以上のC一反応性蛋白質の検出が可能となった｡固相に
結合させたp-ア ミノフェニルホスホリルコリンへのC-反応性蛋白質の特異的な結合活性は
EDTAやホスホリルコリン誘導体を添加することによって効果的に消失した｡本法は炎症部位での
C一反応性蛋白質の役割を明らかにする上で有効な手段となるものと考えられる｡
(1991年10月23日受理)
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